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従来， 頻用 され て い る発育鶏胎児 くde v eloping chick e mbryo ， DCEl 以外 に ， イ ヌ 腎由来 M D C K
細胞 くM D C Kc ells， MJ 及 び M に ト リプ シ ン くtry psin ， Tl を添加 した系 くM D C Kplu stry psin ， M Tl
を用 い ， 1981年， 福井県流行の 風邪様疾患か ら， 総計42株 の B 型 イン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス を分離 した．
分離 ウイ ル ス株の 赤血球凝集素 くhe m ag glutinin， H Aninl 抗原性は大部分が ワ ク チ ン標準株 の そ れ に 近
か っ た が， M T系分離の Bノ福井1356181 と Bl 福井1363J181の 両株 は標準株 と異な っ て い た ． そ こ で， Bl 福
井J363I81株の M T系で， 径の 小さ な プラ ッ ク く1 へ ノ 2 m mlと大き は ブラ ッ ク く3ノ ー 4 m mlよ り ウイ ル
ス ク ロ ー ン をそ れ ぞれ 分離 し て S P お よび L P株 と した ． こ れ ら両ク ロ ー ン 株 の M T系増殖後の H Anin
抗原性を みる と， S P株 で は， 末ク ロ ー ン 化親株 と同 じく， 標 準株 と は異な っ て い たが， L P株 で は標準株
の それ に 近 か っ た ． 一 方 ， 両株の M T と M系で の 増殖性 を比 べ ると， M T系 で は両株 とも ほ ぼ 同じ高い 増
殖性 を示 した． しか し， M 系 で の S P株増殖 は微々 た る も ので ， M T系 に お け る それ の 約 11105に 過 ぎな い
の に ， M 系で の L P株増殖 は M T系 に お ける それ と 同じ程度 に よ く増殖 した． 即ち， S P株の 増殖 に は T
が必須 で ， L P株 は逆 に T 非依存性 で あ っ た ． SP と LP 株間に み られ た H Anin 抗原性の 差 を さ ら に，
H Anin 蛋白 を指令す る ウ イ ル ス ゲ ノ ム R N A分節の 電気泳動度と して 比較 した． そ の結果， 南棟 由来の
H Anin R N A分節 に は本法で検出し得る差 は見出せ な か っ た ． しか しなが ら， ウイ ル ス 増殖， 放 出に 関係
す ると い われ る n e u r a minida s eくN Al 蛋白を指令す る ウイ ル ス ゲ ノ ム R N A分節 に は， 両株 間で 差があ
り， S P株の N A活性が実際に L P株 の約 1ノ2 とい う事実と有意に 対応 する と 思われ た ． 以上 の結果か ら，
1981年， 福井県で の B 型イ ン フ ル エ ン ザ流行 は， 少 な くと も 2種の 異な る抗原性 ウイ ル ス に よ る混合感染
が考 えら れ た． そ して， 上 記， S P及び L P両株類似 ウイ ル ス が同 一 試料に 混在 した場合， 宿主細胞及び継
代条件の差 に よ り， 増殖性の 差 とも 相ま っ て， H Anin 抗原性や N A活性の宿 主 に よ る選 択変異 の起 こ る可
能性が 示唆さ れ た．
Eey w o rds B型十ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス ， ト リプ シ ン依存性， 赤血球凝集素，
抗原性， ウイ ル ス R N A分節
イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス は ， そ の特徴的な ウイ ル ス
内 部 蛋白即 ち， ribo n u cle opr otein くR N Pl お よ び
m atrix pr otein の抗原性の適い に よ っ て A， B お よ び
C の 三 つ の型に 分類され るり
．
こ れ らの イ ン フ ル エ ン ザ
ウイ ル ス に よ っ て引 き起 こ さ れ る 感染症
り
イ ン フ ル エ
ン ザ
，
の 流行 は， ウイ ル ス 感染時に お け る宿主 の免疫程
A bbre viation s こC PE， CytOpathic effe ct三
glutinationニ H Anin， he m ag glutininニ H A I，
度や ウイ ル ス の 抗原 変異の 大 きさ に よ り規模 は 一 様で
は な い が ， ほ ぼ毎年 ヒ トの間で繰 り返 され て い る ． 世
界的規模で起 こ る大流行 くpa nde miclは ， 主 と して A
型 に お い て よ り顕著 に 認 め られ ， 過去 に お い てア ジア
風邪や香港風邪 に み ら れ たよ う な大流行が， お よ そ10
数年 に 一 度 の 割合 で繰 り広げ ら れ てき た ． 一 方 ， B 型
D C E
，
de v eloping chick embryoi H A， hem ag－
he m ag glutinatio n inhibitio nニ H A U， he m ag一
glutin atio n u nitsニ L P， BIL Pく1arge plaqu eVl181ニ M ， M D C Kニ M D C Kc ells， M ardin and
Dardy c a nin eKidn ey cells三 M E M， Eagle
，












イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル スの トリ プ シ ン依存性と抗原性
イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス は，1940年， Fr a n cis21に よ リ ヒ
トイ ン フ ル エ ン ザの 病 原体 と して分 離さ れ たが ， い ま
だA 型 ウ イ ル ス に み ら れ る よ う な劇的 な抗原変異
くantige nic shiftl は報告され て お らず ， 抗原 変異とイ
ン フ ル エ ン ザ 流行と の 関係は A 型に み られ る ほ ど明
確で はな い ． し か し， 分離株の 抗原分析の 結果よ り，
抗 原 決定 基 で あ る 血 球凝 集 薫 くhe m ag gユutinin こ
H Aninl お よ びノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ くn e u ra minida se ニ
N Alでの 抗原変遷 くa ntige nic driftl は A 型 ウイ ル
スと 同様に 生 じて い る こ と31が報告され て い る ．
従来， 自然界か らの イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 分離
に は， 一 般 に ， 株化細胞に 比 べ 初代培養細胞 の 方が よ
り高い ウイ ル ス感受性 を示 す こ と か ら， ハ ム ス タ 山 ，




し か しなが ら， 飛 田 ら
5ト 71は ， M a rdin a nd Da rdy
によ っ て樹立化され た イ ヌ 腎臓細胞 くM D C Klが 実験
室内で継代さ れ た A お よ び B 型イ ン フ ル エ ン ザ ウイ
ル ス の 代表株， さ らに 自然界か ら新た に 分離 され た流
行株に 対し ても 高い 感受性 を示 す こ と を報告 した ．
著者 は， こ の M D C K細胞 を用 い ， 1975年 か ら現在
までイ ン フ ル エ ン ザ流行時に 自然界 よ り数多くの イ ン
フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 分離 し て き た． そ の 結 果，
M D C K細胞の B型イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス に 対す る
感受性 は発育鶏胎児 くdev eloping chick e mbryo，
DC Eう に比 べ よ り高く ， 近年に み られ た 2 回の 流行時
に は高率に ウイ ル ス 分離が見 られ， 自然界か らの イ ン
フ ル エ ン ザ ウイ ル ス 分 離に は極め て 有益 な細胞 で あ る
こ とが示 され た8I9I． こ の 様 に イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス
分離に は， 通常 D C E ない し M D C K細胞 を用 い る 方法
が確立さ れ て い るが ， 近年， 使用細胞の 違い に よ り，
H A抗原に 選択変異の 生じる こ とが 報告され1 0ト1 2I， 従
来の DC Eの み の 分離で はみ ら れ なか っ た 問題 が新 た
に据起さ れ るよ う に な っ た ． 著者も， 最近 の B 型 イン
フル エ ン ザ流行時に ， 従来よ り行わ れ て し－る D C Eに
加え， M D C K細胞 くMlお よ び M D C K細胞－try PSin
くM Tl系を用 い て ウイ ル ス分離を行 っ た ． そ の 結果，
使用細胞の 差 お よ び同一一 細胞 で の 継代法の 違 い に よ り
HAnin 抗原 に 変異を起 こ し， N A活性 も変化 し た ウ イ
ル ス が分 離でき た． そ こ で使用 した三 つ の 系 のCE，M
お よ び M Tう に よ る 分 離結果 を述 べ る と と も に ，
B Anin 変 異株 の 生 物 学的性状 と ウ イ ル ス ゲ ノ ム
R N Aに つ い て 検討を 行 い ， 変異株の 出現機序を明ら
か に せ んと した ．
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材料お よ び方法
王 ． 使用 細胞と培養条件
M D C K細胞 は国立 公衆衛生院， 飛 田清毅博士 に より
分与され ， 同氏 の方法5ト7Iに 従い 培養調整 した． すな わ
ち， 継代に は Eagle
，
s minim u m es se ntial m ediu n
くM E Ml 培地に 10％牛胎児血清 を加 えて培養し た． ウ
イ ル ス 分離培地 と して は 3倍量の ア ミ ノ酸と 2倍量の
グル コ ー ス を 含 む M E M培地 に フ ア ン ギ ソ ン く注射
用 ア ン ホ テリ シ ンコ く三共製薬フ25メgノml と トリプ シ
ン く1 こ2501 くDifc o製lを最終濃度15JLglmlに なる
様 に 添加 し使 用 し た ． ウ イ ル ス 分 離継代 に 際 し，
M D C K細胞 に トリ プ シ ン を添加し た場合を M T系と
し， トリ プ シ ン 非添加の 場合 を M 系と した．
II
． ウ イ ル ス 分 離材料 の 調整
福井県下 の 各保健所管内の集団発生施設 お よ び K
小児科外来の イ ン フ ル エ ン ザ様疾患患者 を対象 に 95
名 の 咽頭 う が い 液 く8ml M E Ml の 採取 を行 い ，
1500xg， 30分の 遠心衡 上清に 25ノノgノmlの フ ァ ン ギ
ソ ン を加 え， 直ち に － 70
0
Cに凍結 し， 必要 に応 じて 使
用 した．
III． M D C K細胞に よ る ウ イル ス 分 離
M DC K細胞 を用 い た自然界か ら のイ ン フ ル エ ン ザ
ウイ ル ス 分離 に は， 2本 の 単層培養 さ れ た チ ュ ー ブ
く15XlO5m ml を用 い ， Dulbec c oの リ ン 酸緩衝液，
くphosphate－buffereds alin eI くP B SlpH 7．4 で 細胞
面 を1 回洗浄し， それ ぞ れ 0．2 mlの検体を接種 した ．
吸 着 は 340C で 30分行 い ， P B S で細胞面 を 1 回洗浄
後， T を含 む維持液 を 1 ml宛て加え， 340Cで 静置培養
し細胞変性効果 くcytopathic effe ct， CPEl の 出現を
観察し た． 分離ウイ ル ス はす べ て M T 系 で増殖 さ せ
－70 てこで 保存 し， 必 要に 応 じて使用 した．
1V． 発 育鶏胎 児 くD C Eい こよ る ウイ ル ス分 離
D C Eに よ る ウ イ ル ス 分離に は 8 へ 9 日齢の D C Eを
使用 し， 1検体当た り 5個 を用 い た ． 検体は， 羊膜腔
内と尿 膜腱内 に それ ぞ れ 0．2 mlずつ 接種し 34
0
Cで 3
日 間培養 した． ウイ ル ス 分離の 確認 は， 羊水お よ び尿
液を それ ぞ れ採取し，0．5％の モ ル モ ッ トお よ び ニ ワ ト
リ 赤血 球を用 い た凝 集反 応を行い ， 管底像よ り判定し
た ． 2代継代後も血 球凝集が認め られ な い検体 は分離
陰性 とし た． 分 離ウイ ル ス は， 直ちに－700cに 凍結し
必 要に 応 じ使用 した．
V ． 使用 ウ イル ス 棟 と保存 ウイ ル ス 株の 調整
MOI， m ultiplicity of infection ニ N A， n e u r a minidas e三 P B S， phosphate buffers alin ei P F U，
plaqueforming unitsニ R D E， r e C epterdestr oying en zym eニ R N P， ribo n ucle oproteinニSP， BI
SPくSm allplaqu el11181ニ T CID， tissu e c ult reinfectiondo se
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B 型ウ イ ル ス 標準株と し てイ ン フ ル エ ンザ ワ ク チ ン
株， Bノ神奈川ノ6ノ73お よ び Bノシ ン ガポ ー ルノ222ノ79株
を使用 し た． これ ら の 株は 国立予防衛生研究軌 武内
安恵博士 に より分与され た． 1981旬 1982年冬季の 集団
発生か ら M T系で 分離さ れ た 株 と し て Bノ福井ノ363ノ
81株お よ び Bノ福井ノ364ノ81株 を主 に 使用 した． こ れ ら




， その 上清 を － 70
0
Cに 保存 し必要に 応 じて使用 した．
V工． 使用 ウイ ル ス の 免疫血清
Bノ神奈川ノ6ノ73株 と Bノシ ン ガ ポ ー ルノ222ノ79株 の
2 つ の 標準株お よ び新分離 ウイ ル ス 株 Bノ福井ノ363ノ81
株と Bノ福井ノ364ノ81株， そ し て Bノ福井ノ363ノ81株か ら
ブ ラ ッ ク純化され た ク ロ ー ン ウイ ル ス 株 L P株お よび
SP 株ウイ ル ス は， す べ て M T系 で増殖さ せ， 赤血 球凝
集価 で 128倍に 調整し， ニ ワ トリ 翼下静脈内に 初 回5
mlを， その 後， 1週間隔 で 3ml を2 回追加免疫 した．
最終免疫後 7 日目 に 全採血を行 い， 血清成分 を 分離 し
て 免疫血清と して 使用 した ．
明l． フ ェ レ ッ ト免疫血清 に よ る抗原 分 析
フ ェ レ ッ ト抗血 清 を用 い た抗原 分析は， 国立予 防
衛生研究所武内安恵博士 に よ り行 っ た ．
VTu． 赤血 球凝 集 くhe m ag gllltin atio rL， E AI 反 応お
よ び 赤 血 球 凝 集抑 制 くhe m ag glutin atio n
inhibitio n
，
H A Il 反 応
H A お よび E A I反応は す べ て常法 川 に 従 い マ イ ク
ロ タイ ク ー 法で 行っ た ． ニ ワ ト リ赤血球 は0．5％に な
る よう P B Sで 調整した． H A価 は， 完全凝集を 示 す ウ
イ ル ス 液の最高希釈倍数 をも っ て表 した．
H A I価 の測定は， 16単位 く16 H Au nits， H A Ul の
ウイ ル ス 童を用い， ウイ ル ス の血球凝集を完全に 阻止
し た抗体 の最終希釈倍数 を E A I価 と した． 被検血 清
お よび対照血清の非特異的凝集抑制物質は ， re Cepter
destr oying en zym eくR D El くデ ン カ生研1 処理 で除
去 し， また非特異的赤血球凝集物質 は ニ ワ ト リ赤血球
く0，025mりに よ る 0
0
C， 30分吸収 で除去し， か か る処
理 血 清を H A 工試験 に供 した ．
1X ． ウ イル ス 感染価の 測 定
使用 ウイ ル ス の 感染価測定71は プ ラ ッ ク 法 で 行 っ
た
．
60m m シ ャ ー レ くFalc o n， に 培養され た M D C K
細胞 を2 回 P B Sで 洗浄後， 希釈 ウ イ ル ス 液 を 0．2ml
宛 て 接種 し34OC 40分吸着 を行 っ た． first o v e rlay
m ediu m と し て 0．6％寒 天 を 含 む 増殖用培地 を 5ml
加 え， 34QC で 3 日間0．5％C O2－in c ubator内 で 培養後，
さ ら に 0．6％の 寒天 を含 む se c o nd o v e rlay m ediu m
を3 ml重層 し， 翌 日 ブ ラ ッ ク 数 を 算定 し， plaqu e－
fo rming unitくP Fu JIml で表現 した．
X ． ウイ ル ス ク ロ ー ニ ン グ法
B l福井1363181 株感染 M D C K細胞上 に 形 成さ れ た
ブ ラ ッ ク の う ち プ ラ ッ ク サ イ ズ の 大 き い く径が 3m m
以 上1も の と小 さい く径が 1r l ノ 2 m mI もの か ら， それ
ぞれ ウイ ル ス を分離後連続 3 回プ ラ ッ ク純化 した
． こ
れ ら ク ロ ー ン ウイ ル ス を MT 系で 増殖 さ せ ， C P Eの




X 工． 中和 抗体価測定法
中和抗体価測定は ， トラ ン ス フ ァ ー プ レ ー ト げイ
ナ チ イ ク 社う を 用い た 微量 中和試験法 叫 1 5Iで 行 っ た．
56
0
C 30分間の 熱処理 で 非働化 さ れ た 被検血 清を ダイ
リ ユ ウ タ ー く0．025mり で 吸 い 上 げ， 細 胞推 持液
く0．025ml を満た し た トラ ン ス フ ァ ー プ レ ー トで 2倍
階段希釈 く4 系列lを行 っ た． ウイ ル ス は， 100tis su e
Cultu r einfe ctio n sdo se50くT CI D501ノ0．025 mlを用
い
， ド ロ ッ パ
ー で 0 ．025ml宛 て血 清希釈列に 加 え， 混
和後 37
0
C で 1時間反応 を行っ た． 反 応後 は更に ， あら
か じめ 0．05ml維持液を加 えた プ レ ー ト に培養さ れた
M D C K細胞上 に 静か に 重 ね液 を移 した の ち取り除き，
C O2－in cubato rで 培養 した． ウイ ル ス 対照 と して， 100
T CI D5 ．の ウ イ ル ス 液 を 100倍希釈 く4 系列I し， 1
T CI D5 010．025mlに 調整後， M D C K細胞上 に 同様に
接種 し， 半数 ほ系列1に C P E が出現 し たと こ ろ く培
養 4へ 一 6 日後プ で判定 を行っ た． 血清力価 は半数の細
胞 く2系列I で C P E が抑 えら れ る血清希釈倍数で 表
した．
X H． ク ロ ー ン ウイ ル ス の 増殖試験
シ ャ ー レ く径 35m mう に 密 に 単 層培 嚢 さ れ た
M D C K細胞 に ク ロ ー ン 化 ウイ ル ス を M OIこ 1 に なる
様感染さ せ 34
0
C で 40分吸 着を行 っ た ． 吸 着後， P BS
で 1 回洗浄し， 維持用 培地 を加 え ト リプ シ ン存在下と
非存在下 で静置培養を行 い ， 24，48 お よ び 72時間後の
細胞外産生ウイ ル ス を M T 系に よ る ブ ラ ッ ク法
71と赤
血球凝集法に よ り測定を行 っ た ．
X H L ウ イル ス R N Aの 解析
Bl 神奈川ノ3176， L P お よ び S P ウイ ル ス 液1 ml を
シ ャ ー レ く径 100m ml 中の M D C K細胞 に 接種 し，
34
0
C45分吸着 を行 っ た ． 吸 着後維持液で 1 回洗浄し，
3 2p く60ノ上CiノmlH 日本アイ ソ ト
ー プ協会う を含む推持
液 5 ml を添加 して 48時間標識 した． そ の 後， 維持液中
に 産 生 さ れ た ウイ ル ス 粒子 を 回収後， 30％と60％の
シ ョ 糖 を用 い た密度勾配遠心法で 精製 した． ウイ ル ス
粒子 か らの R N Aの 抽出， 6 M尿素 を含む ポ リアクリ
ル ゲ ル 電気泳動 およ び ウイ ル ス R N A と ウイル ス 遺伝
子 の 解析は植 田 らの 方法16ト1別に 従 っ た ．
X 工Y
．
ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ くN AI 活 性の 測 定
ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ くn e u ra minida s eI 測定の 供試ウ
イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の トリ プ シ ン 依存性 と抗原性
イ ル ス は M T系 で増殖 さ せ た L Pと SP株 を用 い ，
150Xg，30分の 遠心 後， 両株の H Anin 価を統 一 し検
査に供し た． 測定法は fetuin を基質と した W H Oの 標
準測定法
1 9一 犯で 行い ブ タ ノ ー ル 層の 吸光度 を549nm
の波長で 測定した．
成 績
I ． 1981N 1982年の 冬期 に お け る イ ン フ ル エ ン ザ
ウ イル ス 分 離と そ の H Anin 抗原性
1 ， ウイ ル ス 分離率に 与 える使用細胞系の影響
19 飢へ 1982年 に か け て の ウイ ル ス 流行時 に M， M T
およ び D C Eの 3 つ の 異な る系 を用 い て 同 一 検体 か ら
ウイ ル ス 分離 を試 み 被験者95名中21名 か ら 総計42
株の B 型イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス を分離 し た． 19名
く20％l で は M お よ び M T系い ずれ に お い ても B 型
イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス が 分離さ れ ， か つ 2名 で は
M T系の み で 分離さ れ た． これ に 反 し， D C E系 に よ る
分離は， 本流行時， 極 め て効率が 悪 く， M お よ び M T
系に お い て B 型イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス が 分離 さ れ
た2名 く2株う に お い ての み分離され た に 留ま っ た ．
上述の 如く M と M T系 に よ る 分離率 は ほ ぼ 同 じ で
あっ たが ， C P Eの 出現は M T系の 方が M 系に 比 べ 約
1 日早く ， 産生 ウイ ル ス の H A価も 2ノ ー 3倍高 い 結果
が得られ た．
2 ． 使用宿主細胞系の差異 に よ る分離 ウイ ル ス 抗原
性の変動
上述の 新分離株 42株 の 抗原 性状 を H A 工反 応 に よ
り検討 した． 抗原標準株 とし て 用 い た ワ ク チ ン株 くBノ
シ ン ガ ポ ー ルノ222ノ79う の 抗血清 くニ ワ ト リ血清う に 対
し， ホモ ウイ ル ス くBノシ ン ガ ポ ー ルノ222ノ79株っ と の
反応で得ら れ る H AI値 と同値 く1 こ 1024う を 示 し た
株， 1ノ2の H A工値低下 が見ら れ た株， 1ノ4 以下 の 低下
を示 した株は各々16く38 ％う， 14く33％ン12株 く29％う
で あ っ た
．
こ の 結果 よ り， ニ ワ ト リ 抗血 清 を用 い た
HA工反応で 調 べ た限 り で は， 自然界で の 流行株 の 主 流
く同値お よび 1ノ2低下 の 計 71％Iは ， ワ ク チ ン株 Bノシ
ン ガポ ー ルJ
I222179に 近 い Ii Anin抗原性状 を も つ こ
とが推測さ れ た．
次ぎに ， こ れ らの 流行 か ら得 た 42株 の 上 記の 実験 で
特に 標準株抗血清に 対 し変異を示 した 2株と標準株 に
近 い 性状を 示 し た 3株 に つ い て もう 一 つ の 標準株 Bノ
神奈川ノ3ノ76お よ び上 記 B ル ン ガポ ー ルノ222ノ79の フ
ェ レ ッ ト抗血清 を使 い ， 抗原分析を行 っ た ． この 二 つ
の棟準株同志の 間で も， 抗 Bノ神奈川ノ3ノ76フ ェ レ ッ ト
血清を用 い た時， H A 工値は 1ノ8 の 開き く256 と 32うが
み られ た
． 即 ち， M T系分離 Bノ福井ノ363ノ81株 と Bl福
井ノ356ノ81株 は， 抗 Bノ神奈川ノ3ノ76 血清に 対 し， H Al
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他が 1ノ8 以下の 低値を 示 し， 同時 に 抗 Bノシ ン ガ ポ ー
ルノ222ノ79血 清で も 1ノ2 以下 の 低値 を示 し たが こ れ ら
の ウ イ ル ス株 は， 従来の D C E を用い た 系で は通常検
出し得なし－ H Anin 変異 と思われ た く表1う0 そ こ で，
M T系で 分離 され ， 最 も H Anin 抗原性に 大 きな 適 い
を示 し た Bノ福井ノ363ノ81 株と 同じ M T系で 分離 し，
よ り両標準株 に 近い 性状 を示 す Bノ福井ノ364ノ81 株の
2株 を選 び， 更 に ニ ワ トリ抗血清 を用 い H Anin 抗原
性状を検討し た． 免疫血 清 を ニ ワ トリ で 調整し た ので
宿主細胞の 影響 を出来る だ け抑 える目的で， 両株 ウイ
ル ス の 増殖系 を M D C K細胞か ら D C E系に 変 え， 増殖
させ た ウ イ ル ス で の H A l 反応を 行 っ た く表21． M T
系で 分離さ れ た時 に 認 め られ た Bノ福井ノ363ノ飢 株 の
特徴的 H Anin 抗原性状 く118 以下の H A I値 の 変動l
は， D C E系で増殖さ せ ると， 両抗血清 くニ ワ ト リ1で ，
1ノ4 の変動 に 止 ま っ た ． 一 方， Bノ福井ノ364ノ81株は ，
D C E で増殖 さ せ て も， H AI値 の 変動 は少 な く く1ノ
2へ 1J
141 M T分離時に 比較的近 い HAnin 抗原性状 を
しめ し た．
表2 と同 じ， M T系分離直後 に 保存した両株 はノ福
井ノ363ノ81 と Bノ福井ノ364ノ81う ウイ ル ス の H A l を行 っ
たの が表 3 で ある
． 抗血清は 同じで も， 表2と 異な り
Bノ福井ノ363ノ81株の M T系増殖ウイ ル ス は， 2つ の標
準株 の 1ノ8の H A工値 と な り， Bノ福井ノ364ノ飢 株 は 標
準株と同じか 1ノ2 の変動 に す ぎなか っ た
．
こ れ らよ り， ウ イ ル ス 増殖 の 宿主細胞， M T系と
D C E系の 違い に よ る H Anin 抗原性 の変動は， 流行時
分離株中の H Anin 抗原変異株の中で も Bノ福井ノ363ノ
81株に 著 しい と思 わ れた ．
3 ． ウイ ル ス 継代法の 影響
上記の ごと く， 自然界か ら M T系で 分離し た Bノ福
井ノ363ノ8 1株 は 増殖 宿主細胞 の 違 い に よ り そ の
H Anin 抗原性の 変異 をもた ら す こ と か ら， ウイ ル ス 増
殖系を M Tか ら M また は DCE系 に変 え， 増殖継代法
お よ び増殖宿主細胞の 差 に よ り H Anin 抗原変異の起
こ る可能性に つ い て さ ら に検討 した く図1う．
表2， 3の 実験で用 い た 2種類の 抗血 清 に対 し， M T
由来株 は， M T系の 条件下 で継代を繰り返 して も産 生
ウイ ル ス の H Anin 抗原性 には 5継代に 亙 り， 全く 変
化が見ら れ ず， 分離時の E Anin 抗原性状の 持続が見
られ た． 一 方， 継代法 を M Tか ら M 系に 変 える と， 標
準抗原 に 対 す る抗血 清 く抗 Bノ神奈川ノ3ノ76お よ び 抗
Bノシ ン ガ ポ ー ルノ222ノ79血 清う へ の H A 工価 は上 昇 し
た． 即 ち双 方の 抗血 清値 くホ モ 標準 ウイ ル ス 抗原 に 対
す る H A工値， 1二512 および 1 こ1024へ 2048ンに よ り
一 層近づ き 2代の 継代で 4倍 へ 8倍の 上 昇を 示 し， そ
の 後は， 2代以 降 5代 の 継代ま で 一 定 の H A 王価 を 示
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ホRefe rto the fo otn ote of Tablel．
イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス の トリ プ シ ン依存性と抗原性
し た． こ の 変異 は宿 主細胞 を D C E系 に 変 える こ と に
よ り更に 早く 認め ら れ， 1 代継代 を行う こ と で 8倍
旬 16倍 の 上 昇 が 観察さ れ， 以 後 は 5 代 ま で 一 定 の
HAnin 抗原性 を示 し た．
H ． 野 外分 離株の 抗 原 性変化 に つ い て の 実験的 追求
1 ． Bノ福井ノ363ノ81株 ウイ ル ス の ク ロ ー ニ ン グ
継代法の 遠 い や 使用宿主細胞の相違 に よ り， H Anin
抗原に 変異を も た ら す要因の 一 つ と して M T系で 自
然界よ り分 離さ れ た ウイ ル ス 試料中に H Anin 抗原性
を異に す る ウイ ル ス が混在し， 同時に ， 増殖能が宿主
細胞で 異な る可 能性 が考 えられ る． これ を実証す る ご
と く， M T系で 分離 した Bノ福井1363J81 株 を M T系
で 2 回継代後， M D C K細胞上 で プラ ッ ク を形成さ せ る
と サイ ズの 異な る 二 種類の ブ ラ ッ クが 出現し た． 出現
プラ ッ ク 数の 比 は サ イ ズの 小さ い ブ ラ ッ ク 130ケ に 対
し大き な ブ ラ ッ ク は 1 ケと 小 プ ラ ッ ク が そ の 主流 で
あ っ た ． そ こ で 大小 それ ぞれ の プ ラ ッ ク よ り ウイ ル ス
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小 ブ ラ ッ ク ニ34フ の ウイ ル ス ク ロ ー ン を分離 した ． 得
ら れ た 大小 2種類 の プ ラ ッ ク 由 来 ウ イ ル ス を 更 に
M T系で 3回連続 プラ ッ ク ク ロ ー ニ ン グを行い ， 小ブ
ラ ッ ク お よび大 プラ ッ ク 形成株の 代表株と して 各々 に
BIS Plll181 株 くSP株1と BノL Pノ1181株 くL P株l を
選び以下の 実験 を行っ た ．
2 ． ク ロ ー ン 化ウイ ル ス の E Anin 抗原 性
Bノ福井ノ363ノ81株が 宿主 細胞継代法 の 遠 い に よ り
H Anin 抗原性 に 相違 を生 じる こ とか ら， ク ロ ー ン 化ウ
イ ル ス S P株 お よ び L P株の H Anin に つ い て 検 討 し
た． M T 系に お い て連続 8代ウイ ル ス 継代を繰 り返 し
て も抗 BJ 神奈川13176血清 に対 する H AI価は， S P株
で 128倍 ， L P株 で 512倍の H Al価を持続 し全く変化
は見 られ な か っ た ．
更 に ， 抗 S Pお よ び L P株 ニ ワ トリ血 清を作り， Bノ神
奈Jlけ3ノ76株 ウイ ル ス と その ニ ワ トリ抗血清 を標準 ウ
イ ル ス 抗 原 お よ び 抗血 清 と し て ， これ らの 間 の 交叉
H AI試験 を行 っ た く表 4l
．
S P株 は Bl 神奈川13176
抗血 清に 対 し， ホ モ H A 工価の 1ノ8の H A工価を示 し，
M T系由来の 親の 未 ク ロ ー ン 化 Bノ福井ノ363ノ81株 に
よ り近 い 性質 を有 する こ とが わか っ た ． 一 九 L P株は
ホ モ H A I価 の 1ノ4 のH A工価 を 示 し 標準株 Bノ神奈
川ノ3ノ76に よ り近 い H Anin 抗原性状 を有す る こ と が
判明し た． しか し後述の ごと く， トリ プシ ン非存在下
では， S P株の 増殖 は見ら れず， 従 っ て M 系増殖 ウイ
ル ス を用 い て の S P株の H Anin抗原性状 を検討す る
こ と は出来な か っ た ． こ れ に 対し L P株 は M Tお よび
M 系の 条件で も ウイ ル ス は 同様 に増殖し， 産生 され た
ウイ ル ス の H Anin 抗原性状は抗 Bパ申奈川16J，73ニ ワ
トリ血 清 に対 し， 共 に H A l価512倍 を示 し， 宿主細胞
継代法の 遠 い に よ る H Anin 抗原性の 差は生 じな か っ
た
．
3 ． L Pお よ びS P株の 交差中和試験
H Anin 分 子 が ウ イ ル ス 感染症 の 中和 に 関与 し て い
る こ とは 明 ら か で あ り， 上記 2 ． で述 べ た H Anin 抗原
性の 適い が H AI抗体価の み なら ず中和抗体価 に も 変
化を与 えて い る可能性が考え られ る． そ こ で， L Pお よ
び S P両株の 抗原 性の 違 い を中和抗体価の 差 異で測定
し た く表5 J． 抗 Bノ神奈川ノ3ノ76ニ ワ ト リ血 清の 中和
抗体価 は ホ モ の Bノ神奈川ノ3ノ76株 に 対 して は 1000倍
で あ っ た が， L P株に 対 して は150倍， S P株 に 対 して
62倍で あ っ た ． 抗 L P 血清 くホ モ 1190倍フを用 い た組
み 合わ せ で は， Bノ神奈川ノ3ノ76株 は256倍， S P株 は
708倍で あ り， 抗 S P 血清 くホ モ 1050倍ンで は Bノ神奈
川パノ76株 は 94倍， L P株 は842倍で あ っ た． こ れ ら交
差中和試験 か らも H Al抗体価 で見 られ た抗原性 の差
と ほぼ 同様 な違い が中和抗体価 か らも認め る こ と が出
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来た．
4 ． ク ロ ー ン ウイ ル ス株の 増殖 に 対す る トリ プ シ ン
の 影響
S P株の 増殖 は M T系 に お い て の み 良好 に 認 め ら
れ ， M 系で は ごく僅 か しか 見ら れ な か っ た こ と よ り，
その 増殖は トリ プ シ ン に依存す る こ とが 示 唆さ れ た．
そ こ で各種濃度の トリ プ シ ン 存在下 の ， M D C K細胞上
で， SP 株の 増殖性 を検討 した． ト リ プ シ ン 濃度が 0
句 2帰 gノmlに な か様， 維持液 に 添加 し， S P株の ウイ
ル ス 産生を HA 価で測定 した く図 2つ． 0 お よ び5月gノ
ml の トリプ シ ン 存在下で は， 細胞外産生ウイ ル ス は認
め られ ず，10ノ上gノml 以上 の トリプ シ ン 存在下 で初 めて
その産生が見ら れ た． 10旬 20ノ棺ノml濃度で の ウイ ル ス
産生量 は， H A価で測定し た場合， 96時間後 64 H A価
の ウイ ル ス が 産生 され た の で以後の 実験 に は 15声gノ
mlの トリ プ シ ン を使用 した ．
次ぎに ， トリプ シ ン 存在下 と非存在下 で L P， お よ び
S P両株 の細胞外産生 ウイ ル ス 量 を経時的に H A価 お
よび 感染価 くP F Uノmり で 測定し た． こ の 際 L P株ま た
は S P株を M OI約 1 で M D C K細胞に 接種 し， 24， 48
お よび 72時間後の細胞外放出ウ イ ル ス 量を測定 した．
L P株 に つ い て は細胞外放出 ウイ ル ス 量 を H A価 で 測
定 し た 時， ト リ プ シ ン 存 在下 で は1 28へ 256 H AU ノ
0．025ml， ト リ プ シ ン 非 存在下 で も ほ ぼ 同様 な懐
く64■ 1 128 日A Uノ0．025mlう を示 した． 感染価 で 測定し
た時， 感染後24 時間で は トリ プ シ ン存在下 で は 5．4 X
lO7P F Ulml を 示 し， トリ プシ ン 非存在下 で の 値1．3x
lO7 P F Uノmlに 比 べ やや 高い 傾 向が見ら れ たが ， 48時
間以後 の産生量 に は有意差は認 め られ な か っ た く図3
くAll． 一 方S P株に つ い て は ， ウイ ル ス 量 を H A価で
測定 し た時 ト リ プ シ ン 存在下 で は 64 H A Uノ0．025ml
以 上 の 値 を 示 し た が ， ト リ プ シ ン 非 存在下 で は2
H A Uノ0．025ml 以下 を示 し極め て低 か っ た ． この事は
感染価 で 測定 した暗も 同様 に 認め られ た． 即ち トリ プ
シ ン存 在下 で の 感染価 は 7，2XlO7 へ ■1．9XlO白 P F Uノ
ml で あ っ たの に 対 し， トリ プ シ ン 非存在下で は 1．8X
lO3ノ ー 4．8XlO3 P F Uノmlに す ぎな か っ た ．
5 ． L Pお よ び S P株 ウイ ル ス R N A の解析
L P と S P株の 間で 見ら れ る生物学的性状 くHAI や
中和反応う の遠 い が ， 単 に宿主 に よ る修飾な の かある 匂
い は， 遺伝子 レ ベ ル の変異に基づ く も の か を明 らか に
す る た め に ウイ ル ス R N Aの 解析を行 っ た ．
Table 4． Cr o sshe m agglutin atio ninhibito nくH Al te st of influ e n zよ B vir u s
clo n e s， S Pa nd L P， is olated fr o mBノFukuiJ
，
363181
H AItite r s of chicke n a ntiser a
Antige n
撫
Ka n aga w aI3J76 S P L P
BノKa n aga w aノ3ノ76 2048く11
ホ 1 28く1ノ岬 512くlノ4I
S P 1 28く1仰 2048く1う 1 024く1ノ2う
L P 512くlノ4う 1024く1ノ21 2048くい
ヰVirus e s w er egr o w nin M Tsyste m ．
Table 5． Cro s sn e utr aliz atio nte stヰ of influ e n zaB vir u s clo n e sSP a nd LP
is olated fr o mBノFukui13 63181
Ne utr alizatio ntiter出 of chicke n a ntis e ra
Antige n 川 ． ．
BノKa n aga w a13ノ76 S P L P
BIKa n aga w aノ3176 1 000くl－ 00
S P 62く0．063う




＋An a m o u nt pf O－25mlく1 00 T CID5卯 of e a ch vir u s w asmix ed
with equ al
v olu rn e o王 e a ch diluted a nti－S e ru min tr a n sferplate． A fter l hr r e a ctio n
period at 37 て， the r e m aininginfectivity w asdete rmined by in o c ulatio n of
the sa mples into M D C Kc ell c ultu r es a sde s cribed in Materials and
Metbods．
榊 Ne utraliz atio ntiter w as e xpr e ss ed a sthe highestdilutio n of a ntトs er u mthat
n e utraliz e s50 ％of o rigin al infe ctivity．
輌 ホRatio s of n e utralizatio ntite rs．

























イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス の ト リプ シ ン依存性と抗原性
図4 には H Anin お よ び N A両 R NA 分節の 泳動 パ
タ ー ン を示 した ． HAnin R N A 分節の 移動度 は両 ウイ
ル ス株間で 同様で あ り， こ の 実験 に 用 い た 一 次元電気
泳動で検出出来る よう な構造上 の 差異は な い と推察 さ
れ た． しか しな が ら， N A R NA 分節の移動度は両者
間で 差 を認 めた． 即 ち， S P株の N A R N A分節は移動
度が遅く H Anin R N A分節と ほ ぼ同位置に 見 られ， 両
者の ウイ ル ス の N A R N A分節構造な い し分子 量 に 善
があ る こ と が 明 ら か に な っ た ． この こ と は， N A の生
物活性に 遠 い が ある 可能性 を示唆 した．
6 ． L P と S P株ウイ ル ス の N A活性 の 比 較
M T系 で増殖さ せ た L Pお よ ぴ SP 株 の ウイ ル ス の
N A活性 を測定 し比 較 した． 表6に 示 し た ごとく， 両 ウ
イル ス の 粒子 数 を E A価 で ほ ぼ そ ろ え て 同 一 に し，
fetuin を基質と した 場 合， S P件の N A活性 は L P株
の 値の ほぼ 半分を示 し， 活性は明ら か に 低か っ た ．
考 察
自然界 か ら の イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス 分離 は， 1940
年， Bu rn et
2 りに より 開発 され た発育鶏胎児 のC即 を
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Fig－2． Effect ofv a rio u s c o n c e ntr atio n s oftry psln
O n he m ag glutinin くH AninJ pr odu ctio n of S P
Str ain viru s in M D C Kc ultu re． M D C Kc ell
Cultu red in petri dishe sく35m m dia m ete rナ w er e
infe cted with S Pstr ain viru S at a m ultiplicity of
appr o xim ately l P F UJ
I
c e11． A fte r 40 min ．
adso rptio n， M Tof m ainte n an c e m ediu m c o ntain－
ingtAIO，くB15，tCJlO， の115 0 rくEナ20JLglml of
try psin w a s ad ded to the c ultu r es． At the
indic ated tim e afte rinfe ctio n． vir u s es r ele a sed
into the m ediu m w e redete r min ed by H A re－
a ctioll．
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イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス に 高い 感受 性 を示 す犬 腎由来
継代 くM D C Kl細胞 － Try psin くM TIの 系引61が確立さ
れ て以来， 風邪患者からの ウイ ル ス分 離に は従前よ り使
用 さ れ て い る DCE に 加 え て ， これ が 広 く用 い られ る
様 に な っ きた ． 著者も 198い －1982 年に か け て の 福井県
下の 冬期イ ン フ ル エ ン ザ 流 行時 の 患者材料 よ り
M D C K細胞 q トリ プ シ ン の 有 くM Tl， 無 くMlの 系と
D C Eの 系 を用 い 総計 42株 の B 型 イン フ ル エ ン ザ ウ
イ ル ス を分離 した． D C Eで の 分離は わずか 2株 で あ っ
たが ， M T系で は 21株， M 系では 19株で あ っ た ． 以
上 の こ と か ら B 型ウイ ル ス 分離に は， M DCK 細胞 を
用し－ る方が 圧倒的に 効率よく 分離さ れ る こ とが 明ら か
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Fig．3． Effe ct of try psln O nthe pr odu ctio n of
Clo n ed viru Se S， LP a nd S P， in M D C Kc ultu r es．
M D C Kc ultu r esin petridishesく35 m m dia m ete rJ
W e reinfe cted with L Po rSP at a m ultiplicity of
l P F Uノc ell． After40 min ． ads o rptio n， 2 ml of
m ainte n a n c e m ediu m c o ntaining try psinく15JLgl
mり w a s addedto the c ultu re s． At theindic ated
tim e afterinfe ctio n， a mOu ntS Ofinfe ctio u s vir u s es
くP F Uノml くS Olid lin eJ o r he m ag glutinin titer
くH A UIくdotted l inel of vir u s es rele a s ed into the
m ediu m w e r edete r min ed ． くAJ， L PiくBJ， S P．
Pr es e nce oftry psin， 0 3 A bs en c e oftry psin， ■ ．
828 田
くaI くbJ くcう
Fig． 4． Ele ctr ophoretic pat te rn Of R N Aderived from referenc eBIKanagaw aJ
，
3176
Strain a nd clo n ed vir u s es， L Pa nd S P． BIKa n aga w aJ
I3ノ76－， L P－ O rS P－infected
M D C Kc ultu r es w er elabeled with 亡32PH60JLCilmり a nd r adio －1abeled vir u se s w er e
pu rified a sde s cribed in M aterials a nd Methods． R N Aw a s e xtr a cted fr o mpu rified
Viruses a nd ele ctr opho r es ed in 2．8％ polya cryla mide gelc o ntaining6 Mu r e afo r14
hou rs． Laneくal， BノKanaga w a13I76ニ La n eくbl， L P， La n eくcl， S P．
Table 6． Ne ur aminidas e a ctivity
木
of tw o
clones， S P a nd L P， is olated fr o m
influ e nz a vir u sBJ
I
Fukui1363181
Ne u raminidas e a ctivityくO D 549n mlof
Vir us Viru s solutio ndiluted by
l 二 2 1こ 4 1こ 8 1こ16
S P O．29 0．16 0． 8 0． 4
L P O．65 0．38 0．17 0．10
ホSP a nd L P vir u sw e regr ow n in MT syste m．
T hirty tw o H A U10．25ml of both vir u s e s w ere
S erially diluted by 2－fold steps， T he s ediluted
vir u s es w er ein c ubated with fetuinfor n e ur a mi－
nida s e a ctivity ass ay at O D 54 9n m．
論 に 達し た．
しか し， こ う し た分離率と は別 に ， こ の 系 に よ り得
られ た 分離 ウイ ル ス の H Anin抗原性 は， D C E系分離
の それ と時に 異な る こ とも 知 られ1 11 2J， 分離に 使 う宿
主細胞の 選 択と 分離株の 抗原分析に は注意が必 要と い
わ れ て い る
．
しか し， 我 々 が 今回得た M
r
r 系に よ る分
離ウ イ ル ス の 大部分 は標準抹 Bノシ ン ガ ポー ルノ222ノ79
と 同様 な性状 を示 し てしユた ． しか し， M T系で の み 分
離さ れ た Bノ福井ノ356ノ81 株と Bノ福井ノ363ノ81件 の 2
株に は か な り 大 き な達し1が見 られ た． 通 常 W ebster2．り
ら に よ る と B 型イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の H Ani1 抗
原 の 変 異率 は 108に 1 つ 以 下 で A 型 に 比 較 し 約1ノノ
100 の低率と 言われ て し1る ． ま た， B 型ウ イ ル スの 保
有は と 卜以外の 動物 に は い ま だ発 見 さ れ て お ら ず25 I，
した が っ て 動物界で 遺伝子 プ ー ル が 欠如 し て し1る こ と
な ど， こ の ウ イ ル ス の 抗原変異 の 特性 を明 確 に 説明 し
て い る
．
しか し， 著者が 分離 した 二 つ の M T系由束株
に 見 ら れ た様 な H Anin 抗原性状 の 変異 む こ う した モ
ノ ク ロ ナ ー ル 抗体を使用 した解析 で 考え られ る こ とで
あ り， 多く の 報告が 行わ れて い る2 6 ト 311． し か し， ポリ
ク ロ ナ ー ル 抗体 を 周 い た詳細 な報告は み ら れ て い な
い
．
そ こ で ， Bl 福井ノ363ノ81株 に つ い て 宿主 を D C Eに
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変え て 増殖を行 い 得ら れ た ウ イ ル ス の 抗原性 を調 べ た
と ころ， H A 最n 抗原性状 に 変化が 見 ら れ標準株と同様
な性状を示 す よ う に な っ た ． 即 ち ウ イ ル ス を増殖さ せ
るとき の 宿主 の 遠 い が， 抗原性 に 大き な違 い を生 じさ
せ て い る こ と が示 唆 さ れ た． そ こ で ，Bノ福井ノ363ノ81株
を選 びその 生物性状 をよ り詳細に 調 べ る こ と に よ ウ ニ
の よう な現象が どの 様 な機序で 起 ニ リ 得る か に つ い て
検討し た． まず， Bノ福井ノ363ノ81株の H A 山n 抗原性 が
宿主の 遠 い で どの 様に 変わる か を D C E， M， M Tの 系
で 調 べ た ． 本 ウ イ ル ス は M T系で 継代す る限 り継代前
ヒ全く変わ ら ぬ 安定 な H AIli11抗原性 を示 す が ， 宿 主
を D C Eに 変え る と変化 し て 1 代の 継代 で 標準株 と同
様な抗原性 を示 す よ う に な っ た ． こ の 変化は， 速や か
に起 こ っ て い る こ と が推測さ れ た． M 系継代 で は 2代
継代に よ り安定 な抗原性 を示 し たが そ れ は， D C Eの 系
に近 い 抗原性， 即 ち 標準株 に近 い も の で あ っ た ．
こ う した 現 象の 起 こ り得 る 可能性 と し て は ， Bノ福
井ノ363ノ8 1株試料中の ウ イ ル ス は純粋 に 単 一 と し て存
在する が， ウイ ル ス 増殖時の 宿主 の 違 い ， あ る い は宿
主の 培養条件の 遠 い に よ り抗原性が異な る の で は な い
か と い う 考え 方で あ る ． イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の
HAnin は N A と同様 に 5 へ．8％ の 糖 を含む 糖蛋白抗
原と して 知 ら れ て お り3 21 細， その 分 子 中の 特 定な ア ミ
ノ酸配列くAsn －X－Se r或 は Asn－X－T hrうに 宿主 特異的
な糖鎖が付加され て 成熟 する3 恒 3 71． 従 っ て宿主 が 異な
れば糖鎖が異 な り， 抗原 性に 影響を与 える こ と は十分
考え ら れる こ と で あ る3 8 ト 4 り． それ ゆ え ， 宿主細胞の 適
い に よる H A1山 の 抗原 性の 適し1 はあ る程度予測さ れ
る が ， こ こ で 見ら れ た変異 は宿主細胞の 違 い ば か り で
なく， 継代法の 遠 い に よ っ て も H Anin 抗原 性に 羞 が
認められ て お り， 興 味 ある現 象と思 わ れ る．
しか し， 使用 し て し1る 抗体 はポ リク ロ ナ ー ル 抗体で
あり， 殆 どす べ て の 抗原 決定基 が 反応 しな く な る と は
考え難く ， ま た宿主 が変わ っ て も標準 株と 同様な抗原
性 を示 す ウ イ ル ス が 多い こ と か ら ， Bノ福井ノ363ノ81株
け如き宿主依存性抗原変化は一一 般に 説明 し 難い もの と
考え られ る． そ こ で ， 抗原 分析 に 用 い た Bノ福井ノ363ノ
81株の 試料中 に は 2 種類以 上の ウ イ ル ス が 混 在 し て
し1る 可能性が示 唆さ れた ． 即 ちくい M Tの 系で は非常に
よく 増殖で き る が DC Eで は 増殖 し に く い ウ イ ル ス
r抗原性は標準株と 異 な るうこほぅそ の 道 に D C Eで は比
較的よ く増殖す る が M T系で は そ れ ほ ど増殖性 を 示
さなしユ と い っ た ウ イ ル ス の 存在が 考え ら れ る
． 後者の
可能性 を証明 す る た め に Bノ福井ノ363ノ81 株 よ り M T
系で プ ラ ー ク サ イ ズの 大小 を指標に 計 39件 の ウ イ ル
スを ク ロ ー ン化し， その 内の 2株 を選 び， 以後の モ デ
ル実験 の 使用 ウイ ル ス と した． 即 ち， プ ラ ー ク サ イ ズ
は径が 1 へ 2 m m の も の を S P株， 3 へ 4 m m の も の
を L P株と し た． 両 ウ イ ル ス を M T系で 増殖 させ 抗原
性 を調 べ た と こ ろ， S P株の H Anin 抗原 性は， 親株
くBノ福井ノ363ノ81 株うと同様 な性状 く標準株よ りず れ た
H A11ill抗原性う が 見られ ， L P株は標準株に 近 い も の
で あ っ た ． 次 ぎ に S P株 と L P株 を M T 系で増殖させ
た時 は S P株の 増殖速度 は L P株 に 比 べ やや 遅 い が 感
染性 ウ イ ル ス の 産 生量 は圧倒的 に 高か っ た ． ま た M 系
で増殖さ せ た時 は， 逆 に L P が高 く S P株 は ばと ん ど
産生 さゴLな か っ た ． 通常， イ ン フ ル エ ン ザウ イ ル ス の
増殖 に は ウ イ ル ス の H AIl血 糖蛋白の 解裂42卜 471が必 須
と され て い る ． し か し， M D C K細胞 を用 い た場合， B
型 ウイ ル ス は こ の H AIli11解裂 に 必 要な 酵素プ ラ ス ミ
ン くpla sminl は血 清中 の プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活性化
因 子 に よ っ て供給さ れ る こ と に よ り， トリ プ シ ン に 代
表さ れ る蛋 白分解酵素を外か ら添加しな く とも ， ウイ
ル ス増殖 は可能とさ れ てし1る7I． しか し， 集団発 生時に
患者か ら ウイ ル ス分離を行う に 際 し， 自然界で の 流行
の 型 を予 測す る こと は 困難な た め， 通常 トリ プ シ ン存
在下 くM T系う で分離が行わ れ て い る ． か か る条件下
で 考 える と， M T系で 分離さ れ， M T系で 視 ウ イ ル ス
Bノ福井ノ363ノ飢 株を継代し た場合， 標準株と抗原性が
大き く 異 な る S P株型 ウイ ル ス が産 生 量 で L P株 を凌
駕し， その 結果 ， S P株型 ウイ ル ス が 多数 を占め る結果
と して 標準株 と異なる H Anin 抗原 性状 を示 した も の
と 考え られ る． 逆に M 系で Bノ福井ノ363ノ81 株 を継代
す ると 標準株 に 近 い L P株型 ウイ ル ス が大多数 を占め
る結果と し て ， 標準株 に 近い 性状を示 し た こ とが 考 え
らjLる ． D C Eに S P株， L P株 を接種し た場合は お そら
く M 系と 同様な結果 が得られ る と推測され ， 今後， さ
ら に 確か め る必 要 が ある も の と 思 われ る．
次 ぎに 以 上の ごと く， E A I試験や中和試験 に お し1て
S P，L P 両株の 抗原性 に違 い を認 め た が， こ れ らの 相違
は HAllill分 子 の 構造の 差に よる こ と が想像さ れ る．
しか し， 同
一 細胞で 増殖 させ た両 ウ イ ル ス の H Anin
ポリ ペ プ チ ドの 小 さ な適し1を電気泳動等で 明 ら か に す
る の は困 難と考 え， よ り 鋭敏 に 差違 を検出し得る と 思
わ れ る H Anin 指令 R N A分節の 電気泳 動 に よ る移動
度を比 較し た． し か しな がら， H Anin R N A 分節に は
検出出来得る様 な差違 は見出 し得なか っ た ． と こ ろ が，
N A を指令 す る R N A 分節に は明 ら か な差違が あ り ，
N Aの ポ リ ペ プ チ ド構造に 違 い があ る 可能性が 示 さ れ
たの で ， N A活性 を比 較 した． ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ は ウイ
ル ス 粒子 表面 に あ っ て， ウイ ル ス遺伝子 R N Aの 中の ，
N A R N A分節 に よ り指令さ れ 生 成 さ れ る 酵素 で あ
り， その 作用 は ウイ ル ス が増殖後宿主細胞表面か ら遊
出する の を助 ける機能を持 つ と 考え られ て い る4別 4 91
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しか しなが ら， ウイ ル ス増殖 に お け る正 確た役割は今
の と こ ろ不明 で あるが ， K le nk らは5 0リ イ ラ ミ ニ ダ ー
ゼ活性の ある ウイ ル ス はシ ァ ル 酸残基 をも たず， エ ン
ベ ロ ー プ をも つ ウイ ル ス で ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ活性の な
い もの は， シ ァ ル 酵残基を持 つ と こ ろ か ら， ウイ ル ス
の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ はウイ ル ス の成熟 に な ん ら か の役
割 を演じて い るも の と報告して い る． ま た， 柴田 ら は5 1
温度感受性株 を用 い た 実験 か ら NA 活性の 欠損 に よ
り ウイ ル ス の 細胞内増殖 が遅延す る こと を報告 して い
る． 著者が最近の流行か ら M T系 に よ り 分離 した S P
株 は N A活性が L P株 に比 べ 1J2 しか ない こ と か ら，
H Anin の 解裂が され に く く， その 為 S P株 は外部か ら
の 蛋白分解酵素が大量に 供給さ れ な い 限り ， H Anin 分
子 の H Alと H A2 へ の解裂 は困難 で， 従っ て， M 系で は
感染性 ウイ ル ス の 産生が 抑制 さ れ る も の と考 え ら れ
る． この 結果 は Sf，， L P両株の 抗原性の遠い を直接説
明出来るも ので は ない が， 両株類似の ウイ ル ス が 同 一
試料に 混在した 場合 に は， 宿主細胞 の 違い ま た は同 一
細胞で も継代培養条件の違い で ， 両者の 量的関係が変
動 を来し， その 試料の 示 す抗原性が どち らか の ウイ ル
ス の 抗原性状 に 片寄 る こ と を示す 一 つ の証拠と考えられ
る
． 以上 の こ とか ら， ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗体 を用 い た著
者の実験か ら も B型イ ン フ ル エ ン ザ の流行様式 は， A
型 ウイ ル ス と異な り自然界で多数の変異株が同時 に 流
行す る可能性 を有して い る こ とが 明ら か とな っ た ． こ
の こ と は， 現在使用 し てい る ワ ク チ ン 株は D C E で分
離 した株の みが 使用 され て い るの で， こ う した事実は
今後， ワ ク チ ン 株の 選定に あた り具体的 な問題 を提起
す るもの と考 えら れ る．
結 論
イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス 流行時に お け る自然界か ら
のイ ン フ ル エ ン ザ B 型 ウイ ル ス の 分離 を試み， 分離ウ
イ ル ス 株の性状 を検討 し以 下の 結論 を得た ．
1 ． 1981一 旬 982年 に か け て冬期福井県下の 流行時
に患者より DC E， M お よ び M T系 で分離さ れ たイ ン
フ ル エ ンザ ウイ ル ス 42株 は， す べ て B 型 であ っ た ．
2 ． 従来， 頻用 さ れ て来 た D C Eに よ る ウイ ル ス 分
離 は， わ ずか 2株 に すぎな か っ た が ， M 系で は 19株，
M T系で は 21株が 分離 され ， B 型 ウイル ス は D C Eに
比 べ M D C K細胞に はる か に 高 い 感受性 を示 した．
3 ． 分離 ウイ ル ス 株の H Anin 抗原性 は， 大部分が
B 型ウイ ル ス ワ ク チ ン 標準株 に 近い 性状で あ っ た ． し
か し， M T系 で 分離され た Bノ福井ノ356ノ糾 お よ び Bノ
福井ノ363ノ81の 同株は標準株 に 比 べ ， 1ノ8 以下の 有意の
H AI価の差 を示 し， H Anin 抗原性に 相違が み ら れた ．
4 ． Bノ福井ノ363ノ81株は M T系で継代 した場合， そ
の H Anin 抗原 性は 一 定 で 標準株と 異 な る 抗原性 を維
持し つ づ けた． しか し， 継代宿主を D C Eに 変 える と抗
原性 は 1代継代 で標準株 と同 じ性状と な り， M 系で は
2代 の 継代で標準株 に 近 い 性状を示 した ．
5 － Bノ福井ノ363ノ81株 を M T系 で プ ラ ッ ク を 形成
さ せ る と， ブ ラ ッ ク の 直径が 1 へ 2 m m を示 す も の
くS P株1と 3 へ 4 m m を示 す プラ ッ ク くL P株l が出現
した
． そ の 比 はお よ そ S P 130 ケに 対 し L P は1 ケで，
各々 か ら 3回 連続の ク ロ ー ニ ン グで ， BノS Pハ1ノ81株
くS P株l と BIL P11JI81株 くL P株l の 2種の ク ロ ー ン
を得 た．
6 ． S P株 の H Anin 抗原性 は ク ロ ー ニ ン グ 前の 親
株 と同様な性状 を示 し， L P株は 標準株と同 じ性状で
あっ た ．
7 ． S P株の M T系 で の増殖速度 は L Pに 比 べ や や
遅 い が ， 感染性粒子 の 産生 は圧倒的 に 高い 値 を示 した
．
しか し， M 系で の増殖で は逆 に L P株が 高い 産生量 を
示 し， S P株 は極軽微 な増殖 に 過ぎず， S P株 の トリプ
シ ン 依存性増殖が 明 らか に さ れ た．
8 ． 6 M 尿素を含 む ポ リ アク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電気
泳動で は ， SP，L P南棟の H Anin を指令 す る ウイ ル ス
R N A分節 に は検出出来 うる よう な 差は 見ら れ なか っ
た ． しか し， N A を指令す る ウイ ル ス RN A分節に 明ら
なか 遠い を見 た．
9 ． S P， L P両株 の ウイ ル ス 粒子 当り の ノ イ ラ ミ ニ
ダ ー ゼ活性値 の 比 較で は， S P株は L P株に 比 べ 酵素活
性 は 1ノ2 で あっ た ．
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